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論文内容要旨
 遺伝物質の本体はDNAであり,DNAに生じた損傷はそのままでは突然変異や細胞死をもた
 らす。そのため,生物が安定して種を保存していくためには,DNA修復機構の獲得が不可欠で
 あった。地球上の生物は,生活環境により程度の差はあるが,ほとんどの場合に紫外線にさらさ
 れて生きており,紫外線のもたらす損傷に対しては特に修復機能が発達した。紫外線による
 DNA損傷の中で最も生成量の多いピリミジン二量体に対しては,特異的に作用する修復酵素が
 これまでに二種類知られている。一つはUVエンドヌクレアーゼであり,もう一つは光回復酵素
 である。光回復は,光回復酵素とピリミジン二量体との複合体に可視光または近紫外光があたる
 ことによって単量体に復元する酵素反応である。現在までに,細菌から哺乳類までの広い範囲の
 生物種で光回復活性が確認されている。光回復のための最適波長(作用スペクトルの極大)は生
 物種によって異なり,その違いは補助因子(光吸収体)の違いによると考えられている。短波長
 型(最適波長がおよそ380nm)はFADH・と葉酸誘導体を補助因子として持っており,長波長型
 (同430nm)はFADH、とデアザフラビン誘導体を持っている。真核生物に関しては酵母の他に
 ショウジョウバエ,魚類,有袋類などで活性が知られており,ある程度までの酵素精製や可視光
 による活性の誘導などが報告されている。しかし酵母S詔θrθび魏αθを除いていずれも遺伝子が単
 離されておらず遺伝子レベルでの解明は進んでいない。真核生物におげる光回復酵素の機能,役
 割を遺伝子レベルで解明するためには遺伝子単離を進めることが不可欠である。従って本研究で
 は,真核生物光回復酵素の解析を進めるために,酵母に続く第二の真核生物光回復酵素遺伝子を
 単離することを目的とした。材料としては,DNA修復欠損株がすでに30以上単離され解析の進
 んでいるアカパンカビN甜ro5ρo雌orαs3αを選んだ。
 すでに遺伝子が単離されている4種の原核生物と酵母S.oθrεひ観αθのアミノ酸配列に基づいて,
 保存されたアミノ酸に対応したPolymeraseChainReaction(PCR)用プライマーを作製した。
 このプライマーを用いて亙orαssαゲノムDNAを鋳型としPCRを行なったところ,既知の遺伝
 子で保存されたアミノ酸配列に相当する塩基配列を持つ断片が増幅された。この断片を光回復酵
 素遺伝子の断片であると判断し,これをプローブとしてEMBL4侃6rαssαゲノム=ライブラリー
 を検索した。陽性クローンから遺伝子全長を含む3、6Kb断片をサブクローニングし,この断片の
 塩基配列を決定した。さらにλZAPN.σrα8sαcDNAライブラリーも検索し3種の独立したクロー
 ンを得,これらの塩基配列も決定した。ゲノムとcDNAの各塩基配列から推定すると,翻訳開始
 点の候補となるATGが3カ所存在し,これらをATG1,2,3と名付けた。大腸菌,酵母の各
 細胞で,各ATGからcDNAを発現させた。以上の結果として次のことが明らかとなった。
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 1)大腸菌細胞内でATG1,2,3それぞれから亙orαssα光回復酵素を発現させるといずれも
 光回復活性を示した。なかでもATG2から発現させた場合に最も高い活性を示した。この結果
 と各ATG前後の塩基配列,さらにATG2からATG3までの聞に機能を持つと考えられる配列
 が存在することから,ATG2が本来の翻訳開始点であると推測される。この仮定の上に計算
 すると亙crαssα光回復酵素のアポタンパク質は615アミノ酸からなり,分子量はおよそ7.0×1伊
 である。既知の5生物種の酵素に対して,いずれとも35%前後のアミノ酸配列相同性を示した。
 2)アミノ末端に原核生物の酵素には見られない配列(約100アミノ酸)が付加している。この
 付加配列は酵母の酵素にも存在し(約70アミノ酸),両者の問には塩基性アミノ酸の分布などに
 類似性が見られる。付加配列は核,ミトコンドリアヘの移行シグナルを含んでいると推定される。
 3)一方でノV.crαssαcDNAは酵母細胞内で,ATG1,2,3いずれから発現させても活性を示
 した。ATG3から発現させた酵素は付加配列の大部分を欠いており,付加配列は真核細胞内で
 の修復に不可欠ではないことを示した。4)酵母遺伝子と異なり,以crαssαの遺伝子には中央
 付近に75bpのイントロンが介在していた。
 さらに,本研究によって遺伝子が得られたことにより,400nm付近に最適波長を持つ光回復酵
 素の補助因子の解明や,以crαssαにおける光回復酵素と暗回復系の関わりについての研究の進
 展が期待される。
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 審査結果の要旨
 光回復酵素は,紫外線照射によって生じるDNA損傷のうちピリミジン二量体に特異的に結合
 し,可視光あるいは近紫外光のエネルギーによって二量体を開裂させ正常な構造にもどす酵素で
 ある。細菌から哺乳類にいたるまでの広い範囲の生物種に存在し,紫外線によるDNA損傷に対
 する防御機構として働いている。これまでに4種の原核生物の酵素が単離されているが,真核生
 物に関しては,酵母Saccharomycescerevisiaeの遺伝子が単離されているのみであった。
 この研究は,真核生物で第2番目の光回復酵素としてアカパンカビNeurosporacrassaから遺
 伝子を単離し解析したものである。
 すでに遺伝子が単離されている光回復酵素のアミノ酸配列の相同性に基づいて設計した合成
 DNAを使って,PCR法によりN.crassaのゲノムDNAから光回復酵素遺伝子断片を増幅した。
 この断片をプローブとしてゲノム遺伝子を単離し塩基配列を決定したのち,cDNAの塩基配列も
 決定し,以下のことを明らかにした。
 1)塩基配列から推定されるN,crassaの光回復酵素は6!5アミノ酸からなり,分子量は69,971
 である。
 2)N,crassaの酵素は,既知の5生物種の酵素のいずれに対しても約35%のアミノ酸配列相同
 性を示し,これらと起源を同じくする。
 3)N.crassaの光回復酵素のアミノ末端には原核生物の酵素には見られない配列(約100アミノ
 酸)が付加している。この付加配列は酵母の酵素にも存在し(約70アミノ酸),両者の間には
 塩基性アミノ酸の分布などに類似性が見られる。付加配列は核,ミトコンドリアヘの移行シグ
 ナルを含んでいると推定される。
 4)遺伝子中央付近に75bpのイントロンが介在している。
 5)N.crassaの光回復酵素cDNAを大腸菌と酵母の光回復能欠損株に導入し発現させるといず
 れの場合も光回復活性を示し,単離した遺伝子が光回復酵素をコードしていることが確認され
 た。また,アミノ末端付加配列の大部分を欠いた酵素を発現させた場合にも酵母細胞内で活性
 があり,付加配列は酵素活性自体に必須ではない。
 本遺伝子の単離により,N.crassa酵素の光吸収体の同定,N.crassaにおける光回復と暗回復
 系の関連,高等動物の対応する遺伝子の単離などの研究が進展することが期待される。この成果
 は,学位授与に値するものである。
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